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PRÉSENCE D'ENZYMES, D’ACIDES AMINÉS LIBRES 
ET PROTÉIQUES DANS LE MILIEU DE CULTURE 
DE L'USTILAGO VIOLACEA (PERS.) ROUSS. 


par M. BATCHO* et C. CARDON** 


RÉSUMÉ Nous avons determ ne la nature de certa ns produits Jexcret on de Vl strag. 

toa tu Quatre enzymes a phospratase acide, la phosphatase basique la phaspha am dase 
et l'esterase Ípase ont été mis en évidence dans le filtrat de culture. La concentration des 
protéines totales excrétées dans le filtrat évolue en fonction de la croissance de la souche. 
Les acides aminés libres et protéiques ont été identifiés 


SUMMARY. - We have determined nature of some excretion produces of Ustilago violacea, 
Four enzymes, acid prosphatase, a haste phosphatase phe sphoamidase and esterase lipase 
were found in culture filtrates. Excreted proteins rate vary with the fungus growth; free 
amino acids and protein bound amino acids are identified. 


Parma les troubles métaboliques provoques par le parasit.sme certains auteurs 
ont signal, des modifications quantitat.ves et qualitatives au nivead des acides 
amines Ht SHOVETZ 1951, SHAW et COLOTELO, 1961: BARBARA et 
ROONE, 1363, VAN ANDEL 1966, ARJUNAN et coll, 1966, CLITON et 
PHILIP, 1977). 


Dans un travail pré edent, LEGRAND et coll. 1977 , nous avons montre 
que It stiluto volea parasite de Silene diora, modifie es ac des amines et 
os perosydases de l'hôte De même, en cult.vant sur un même milieu f Estrago 
vn luces et les ussas soles de Sihine alto. sans contact apparent entre les deux 
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organismes, nous avons constaté que la prolifération des tissus était inhibée 
(BATCHO et DUBOIS, 1974). 

De plus certains champignons parasites cultivés en dehors de leur höte, 
liberent dans le milieu différents composes, en particulier des acides aminés 
REDDY et RAO, 1975; VIJAYA KUMAR et RAO, 1976 et 1977 et des 
enzymes (HANSSLER et coll., 1977), 

il nous a donc semble intéressant de détecter dans le milieu de culture d'Us- 
tilago wolacea les acides aminés libres et protéiques et certains enzymes libérés 
au cours de la croissance du champignon. 


MATERIEL ET METHODE 


Trois souches VUstlugo molaces ont éte étudices deux clónes compatibles 
isolés au laborato.re B 874 et B 974 et une souche provenant de la mycotheque 
de Baarn 438 34 0.1m] d'une culture de 15 jours de chaque soucie est repique 
dans une fiole de 500ml contenant 200ml de milieu de Lescure auquel on ajoute 
10° g11 de vitamine B¡ Les cultures sont placées dans une piece ooscure à 
21°C + 1 sur une table d'agitation qui assure Paération. 


Tous les cing jours, trois fioles de chaque souche sont prélevées, centrifuges 
à 3500 tours minute pendant 30 minutes à 15°C, le calot sert à la mesure 
du poids frais du champ.gnon, le poids sec est détermine apres un sechage de 
48 h au four à 100°C Une partie du surnapeant sert à doser les proteines totales 
par la méthode de LOWRY et col 1951 , une partie à rechercher différentes 
activités enzymatiques par la méthode API ZYM et une troisième partie a 
déterminer les acides aminés hbres et protéiques selon le protocole suivant 


surnapeant 
concentration (10 fois sous vide 4 50°C, 
précipitation à Pacétone (1 v + 3 v d'acétone) 
E décantation à Pe pendant 4h 


culot surnageant 


4 
sechage 48h á 100°C acides mn libres 
nn (auto-analyseur d'acides aminés) 
hydrolyse acide bus vide de 350y 
acides aminés protéiques 
(auto-analyseur d'acides aminés) 


Les resultats sont exprimés en nanomoles d'acides aminés pour une prise 
d'essai de 0,1 ml. Toutes les expériences sont renouvelées trois fois. 
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RESULTATS 


1 - Évolution des protéines excrétées au cours de la croissance 


Pour les trois souches d'Ustilago violacea, la croissance est active les 10 
premiers jours de culture fig 1 L'optimum pondéral se situe entre le 15e 
ec le 20e jour celui de la souche de Baarn 438 34 ¿tant le plus eleve 


A ce stade, la souche de Baarn est constituée de filaments ısoles dont les 
cellules mycéliennes sont apparemment depourvues de globules lipidiques 
Les souches B 874 et B 974 de forme levaroide sont rarement bourgeonnantes 
et renferment chacune une énorme vacuole. 

A partir du 15e jour. la diminution du poids sec des trois souches indique 
le début de lyse des cellules (fig. 1). 

Parallèlement, la Liberation des protéines dans le milieu est d'abord lente 
sa ler au Se jour fig 2 , puis s'accelère activement entre le 5e et le 10e jour 
pendant la phase active de croissante! elle s arréte plus tôt pour les souches 
B 874 ct B 474 que pour la souche de Baarn 438 31 qui excrète encore JUS 
qu au 15e jour A partir ve ce temps le taux de proteines dans le mihe u baisse 
pour les trois souches puts augmente 3 nouveau lortement à partir du 25¢ jour 
fa diminution momentanée de la teneur em proteines peut s'expliquer soit 
par leur hydrolyse soit par leur rcutilisation par les ‚ellules senescentes | tang 
mentation considerable observee au ?5e jour est sans doute hee a l'autoiyse 
accélérée des cellules en fin de culture (fig. 2). 

D'ailleurs à ve stade, les souches manifestent des modif. ations morpnola 
giques quí se tradussent pour la souche de Baarn par des filaments myectens 
tortement apglatınes presentant de nombreuses ramıf'cations riches en Ip.des 
Les souches levuro des B 874 et B 974 s'agglutinent «gulement et men.e, Jans 
certains cas, prennent un aspect filamenteux. 

11 est probable que le m leu devenu defavorable entraîne la tormat.on d'el. 
ments de conservation caractérisós par une parmi Cpalssic BATHO 19473 


2. - Acıdes aminés libres 


Dans le filtrat de culture des tro,s sou hes, on trouve les mêmes ac ales amines 
Iiwvres acide aspartique, glycocolle et alenme ls sont en quant.te trop table 
pour pouvoir être dosés par notre technique Les souches compatibies B 874 et 
B +74 en contiennent teutetuis un peu plas que celle de Baarn 438 34 


Pans les trons filtrats, al n'y a nt acide aminé basique m acide aminé cyclique 


3.- Acides aminés protéiques 


l-arginine, la lysine histidine et la valne sont en fable quantite dans le 
hltrat dex trois suelta Lisbleau 1 ; pour co quicon <img les autres acides 
amines et partieulerement la tyrosine et la phenytalanine la som. he B 974 en 
renferme une quantité supérieure à celle des deux autres. 
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Fig. 1. Croissance en milieu liquide de trois souches d'Usfilago violacea : 438 34, B 974 
et B 874 PF pords frais. PS: poids sec, 
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Fig, 2, Evolution des protémes totales excretées au cours de la croissance de trois sou 
ches d'Ustilago violacea lecture de la densité optique (DO), 750nm 
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Acides aminés 


Giycoco, .e 
A,anıne 
Yalıne 
Neytres Leucine 
Iso.euc ne 
Serine 


Threonıne 


B 874 


B 974 438 34 


4 i 4 
Libres Prot£ıques | Libres Protérques libres Proterques 


+ 


++ 


++ 


ee 
Acidos Acıde Aspartique ++ 


Acide g.ttan.que 


= ee 


lysine 
EEE | Argınıne 


 _— _— _—_— KA 


Must dine 


++ 


++ 


7,190 + 3,78 
5,40 + 2.52 

+ + 
4,09 2,46 
2,35 1 »,29 
0,75 l 5,02 
7,48 | 4,29 
10,65 | + 6,83 
10,9? | 5.84 

++ ++ 


Lycliques , Thyrosine 4,06 t 
Phesylasanine 4,U0 + 
r « 
GLek l 3.76 7,78 . 
Tabscau 1 Teneur en acıacs amines libres et proreiques excretis par 1* 


vınlac 


sang son mi.eu de cu ture 


++, signe arbitraire pour évaluation approx.mative des quantités 


non cosables par l'autoanalyseur 


es chiffres sont expr.mea en nanom.es 


Les analogies entre la souche de Baarn 438 34 et B 874 suggèrent qu'ebes 
sont peut être de même signe et de ce fait B 974 et 438 34 devrasent être compa 
tibles, parce que de signe contraire Toutefo.s, la souche de Baarn, isolée depuis 
de nombreuses années 1934 a perdu tout pouvoir de conjugaison, ce qui ne 
permet pas de vérifier cette hypothèse. 


En résume. les trois souches excrétent les mêmes acides amines protciques, 
et parmi ceux-ci aes andes aminés acides acides glataniques. acide aspartique 
sont les plus importants (tableau 1). 
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C'est au cours de la phase active de croissance et en fin de culture que Pexcré 
tion des protéines est la plus importante; les phosphatases acide et basique), 
la phosphoamidase et la hpase estérase ont été identifiées dans le filtrat des 
trois souches Ces enzymes ont été egalement trouvées dans le milicu de culture 
des suspensions cellulaires de Silene alba; elles ne sont donc pas responsables 
de Vinhibittun de croissance des tissus isolés de silenes lorsqu'ils sont cultives 
en présence du champignon (BATCHO, 1973). 


I ‘identification des acides amines proterques montre que les mêmes composés 
sont excretes par les trois souches Seuls les acides aminés acides acide aspar- 
tique, acide glutamique produits en plus grande quantité pourraient éventuelle 
ment Jouer un rôle dans l'inhibition de la conjugaison des clónes compatibles 
des travaux antéricurs DUBOIS et coll, 1977 ayant montró que les pH acides 
sont défavorables á la conjugaison. 


Ces produits d'excrétion acides amines, protéines et enzymes sont vraisem 
blablement des déchets métaboliques élmines au cours de la croissance des 
souches d Psrilugo vu lucea Aucun d'eux ne sembie responsable ni de la compa 
tibilite des souches du champ gnon, ni de la reduction de croissance des colonies 
tssulaires des silènes Par contre leur eventaelle excrétion dans la plante hôte 
pourrait être à l'origine de troubles métaboliques. 


I faut s.gnaler toutefois que le mysélium dicaryotique d'Ustilago molaceu, 
qui vit en parasite dans les Caryophyllacees. pourrait |,verer des produits autres 
que ceux de .a forme levuroide cultivée en muteu art ficiel, mais le fait que 
Von retrouve les mêmes enzymes les mêmes acides amines libres et proteiques 
dans tous les filtrats de culture constitue un caractere commun qui pourrait 
être spécifique de l'Ustilago violacea 
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